Régulation de l'expression du récepteur du facteur activateur des plaquettes par l'interféron-gamma dans les monocytes humains by Ouellet, Sylvie
UNIVERSITÉ DE SHERBROOKE 
RÉGULATION DE L'EXPRESSION DU RÉCEPTEUR DU FACTEUR 




Département de Pédiatrie 
Service d'lmmunologie 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine 
en vue de l'obtention du grade de 
maître ès sciences (M.Sc.) en pharmacologie 
Mai 1994 
l+I National Library of Canada Bibliothèque nationale du Canada 
Acquisitions and Direction des acquisitions et 
Bibliographie Services Branch des services bibliographiques 
395 Wellington Street 
Ottawa, Ontario 
K1AON4 
395, rue Wellington 
Ottawa (Ontario) 
K1AON4 
The author has granted an 
irrevocable non-exclusive licence 
allowing the National Library of 
Canada to reproduce, loan, 
distribute or sell copies of 
his/her thesis by any means and 
in any form or format, making 
this thesis available to interested 
persons. 
The author retains ownership of 
the copyright in his/her thesis. 
Neither the thesis nor substantial 
extracts from it may be printed or 
otherwise reproduced without 
his/her permission. 
Your file Vorre relerence 
Our ltle Notre re/elence 
L'auteur a accordé une licence 
irrévocable et non exclusive 
permettant à la Bibliothèque 
nationale du Canada de 
reproduire, prêter, distribuer ou 
vendre des copies de sa thèse 
de quelque manière et sous 
quelque forme que ce soit pour 
mettre des exemplaires de cette 
thèse à la disposition des 
personnes intéressées. 
L'auteur conserve la propriété du 
droit d'auteur qui protège sa 
thèse. Ni la thèse ni des extraits 
substantiels de celle-ci ne 
doivent être imprimés ou 




À P .A. et Madeleine, mes parents, 
qui ont toujours accordé à l'éducation 
une place très importante dans leur vie. 
À Saïd, mon mari, pour sa compréhension 
sa présence et son soutien constants. 
TABLE DES MATIERES 
Liste des publications ......................................................................................... . 
Liste des figures..................................................................................................... ii 
Liste des abréviations.......................................................................................... iii 
Résumé ........................................................................................................................ v 
1. INTRODUCTION 
1 .1 L'interféron-gamma (IFNy)............................................................... 1 
1 . 2 Le monocyte............................................................................................ 5 
1 .3 Le facteur activateur des plaquettes (PAF) et son 
récepteur................................................................................................. 7 
1 .4 But de l'étude ......................................................................................... 16 
2. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.1 Produits utilisés .................................................................................. 18 
2. 2 Lignée cellulaire BHK............... .. . ........... .. ........ ........ ...... ....... ........ ..... 18 
2.3 Préparation et stimulation des monocytes.............................. 19 
2.4 Buvardage Northern ............................................................................. 20 
2. 5 Cytofluométrie...................................................................................... 22 
2.6 Mesure des niveaux de calcium intracellulaire...................... 23 
2. 7 Analyse statistique ............................................................................ 24 
3. RÉSULTATS 
3.1 Étude des effets de l'IFNy sur l'expression du hPAF-R 
3 .1 .1 Au niveau de l'ARNm. .. .. .. ......... .. .. .. ... .. .. ....... .. .... .. ..... ...... ....... .. 25 
3.1.2 Au niveau de la protéine ........................................................ 30 
3.1.3 Au niveau de la réponse calcique stimulée 
par le PAF .................................................................................... 30 
3.2 Étude du mécanisme impliqué 
3.2.1 Demi-vie de l'ARNm du hPAF-R. ......................................... 34 
3.2.2 Inhibition de la transcription............................................. 36 
3.2.3 Inhibition de la synthèse protéique................................. 36 
4. DISCUSSION......................................................................................................... 40 
5. CONCLUSION........................................................................................................ 57 
6. REMERCIEMENTS ................................................................................................ 59 
7. RÉFÉRENCES ........................................................................................................ 60 
LISTE DES PUBLICATIONS 
1. Ouellet, S., Müller, E. and Rola-Pleszczynski, M. IFN-y up-
regulates platelet-activating factor receptor gene expression in 
human monocytes. J. lmmunol. sous presse, mai 1994. 
2. Ouellet, S., Gingras, D., Turcotte, S. and Rola-Pleszczynski. 
Priming of monocytes with interferon-gamma is associated 
with upregulation of expression of the receptor for platelet-
activating factor. Annals of New York Acad. Sciences USA, sous 
presse, 1994. 
3. Thivierge, M., Ouellet, S., Alami, N., Parent, J.-L., Stankova, J. and 
Rola-Pleszczynski, M. Modulation of PAF receptor gene 
expression in human monocytes. Proceedings of the 3r d 
International Conference on Lipid Mediators in Health and 
Disease (LMHD), U. Zor (Ed) Freund Publishing House Ltd, London, 
sous presse, 1994. 
4. Thivierge, M., Alami, N., Müller, E., Ouellet, S. and Rola-
Pleszczynski, M. Modulation of human PAF receptor gene 
expression by cyclic nucleotides and 
the 4th International PAF congress. 
presse, 1994. 
cytokines. Proceedings of 
J. Lipid Mediators, sous 
i 
LISTE DES FIGURES 
Figure 1: Structure du PAF.............................................................................. 8 
Figure 2: Effet concentration-réponse de l'IFNy sur l'accumulation 
d'ARNm du hPAF-R .......................................................................... 26 
Figure 3: Effet de l'IFNy et de l'IFNcx sur l'expression d'ARNm du 
hPAF-R ................................................................................................. 28 
Figure 4: Cinétique d'accumulation de l'ARNm du hPAF-R induite par 
l'IFNy ..................................................................................................... 29 
Figure 5: Analyse cytofluorométrique de l'expression du hPAF-R 
des monocytes traités avec l'IFNy ........................................... 31 
Figure 6: Effet du prétraitement à l'IFNy sur les variations de 
[Ca2+]i induites par le PAF ......................................................... 32 
Figure 7: Evaluation de la demi-vie de l'ARNm du hPAF-R chez les 
cellules témoins et traitées à l'IFNy...................................... 35 
Figure 8: Effet du prétraitement à l'actinomycine D sur 
l'accumulation d'ARNm du hPAF-R induite par l'IFNy...... 37 
Figure 9: Effet du prétraitement à la cycloheximide sur 
l'accumulation d'ARNm du hPAF-R induite par l'IFNy...... 38 
Figure 1 O: Modèle d'amplification de la réponse inflammatoire en 
présence d'I FNy et de PAF............................................................ 46 
Figure 11: Résumé de la voie possible d'activation du gène hPAF-R 













LISTE DES ABRÉVIATIONS 
Antigène 
Adénosine monophosphate cyclique 
Albumine sérique de boeuf 
Complexe majeur d'histocompatibilité 
Diacylg lycérol 
Sérum de veau fétal 
Récepteur à haute affinité des lgG 
Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine 
Facteur activé par l'IFNy 
Séquence d'activation par l'IFNy 
Protéine liant le guanylate 
GM-CSF: Facteur de croissance des granulocytes et des 
macrophages 
HLA-DRa: Antigène des leucocytes humains, de type DRa 
hPAF-R: Récepteur du PAF, humain 























Synthase d'oxyde nitrique inductible 
lnositol triphosphate 
Elément de réponse stimulé par l'IFNa/f3 




Monokine induite par l'IFNy 
Facteur activateur des plaquettes 
Saline tamponnée au phosphate 
Prostaglandine E2 









Facteur de transformation et de croissance bêta 
Facteur de nécrose des tumeurs alpha 
Concentration du calcium intracellulaire 
iv 
RÉSUMÉ 
Depuis ces dernières années, les travaux effectués au 
laboratoire du Dr Pleszczynski ont démontré de façon non équivoque 
l'importance potentielle du facteur activateur des plaquettes (PAF) 
dans les processus inflammatoires. Par exemple, le PAF augmente la 
production de cytokines pro-inflammatoires par les monocytes et 
les macrophages, telles que l'interleukine-1 (IL-1) et le facteur de 
nécrose tissulaire alpha (TNFa). Récemment, le groupe du Dr 
Pleszczynski a mis en évidence la présence, de façon constitutive, 
du récepteur du PAF (hPAF-R) chez les monocytes humains. 
Dans cette étude, nous avons entrepris de vérifier la modulation 
du hPAF-R par l'interféron-gamma (IFNy), un puissant activateur des 
monocytes et des macrophages. Nos résultats montrent que le 
traitement des monocytes avec l'IFNy amène une accumulation 
d'ARNm du hPAF-R, de façon dépendante de la concentration et du 
temps. L'IFNa est inactif à cet égard. L'effet de l'IFNy est rapide, 
débutant après 1 heure de stimulation et atteignant un maximum 
après 2 heures. Le niveau élevé d'ARNm du hPAF-R est maintenu au 
moins jusqu'à 24 heures. 
Nos résultats obtenus en cytofluorométrie, avec un anticorps 
polyclônal dirigé contre le hPAF-R, indiquent que les monocytes 
traités avec l'IFNy augmentent de 3 à 4 fois l'expression du récepteur 
à la surface des cellules, comparativement aux cellules témoins. De 
plus, nous avons observé que cette hausse de l'expression du hPAF-R 
est associée à une augmentation de la réponse au PAF, en terme de 
variations du calcium intracellulaire, chez les cellules prétraitées à 
l'IFNy. 
Les mécanismes de cette régulation à la hausse ont été 
examinés. Nos résultats obtenus avec l'actinomycine D, un inhibiteur 
de la transcription, démontrent que l'accumulation d'ARNm du hPAF-
R induite par l'IFNy n'est pas due à une augmentation de la stabilité 
du message, mais plutôt à une régulation transcriptionnelle. De 
plus, cette modulation à la hausse de l'ARNm du hPAF-R par l'IFNy ne 
nécessite pas de synthèse protéique de novo, puisque le traitement à 
la cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse protéique, n'affecte en 
rien cette accumulation d'ARNm. 
Ces études montrent pour la première fois que l'IFNy module 
l'expression du gène hPAF-R chez les monocytes humains, par un 
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mécanisme transcriptionnel. Cela pourrait représenter un exemple 
typique de régulation des récepteurs de médiateurs lipidiques par 
une cytokine dérivée des lymphocytes, ajoutant ainsi un nouvel 
élément dans les interactions entre les réponses immune et 




L'interféron-gamma (IFNy) a été découvert il y a près de 30 ans 
par son activité antivirale. Il fait partie d'une famille hétérogène: 
les IFNa et f3: type 1 et l'IFNy: type Il. Aujourd'hui, l'accumulation 
d'informations obtenues depuis la découverte des interférons 
établit clairement et de façon non équivoque que l'IFNy joue un rôle 
important dans la modulation de presque toutes les phases de la 
réponse immunitaire et de l'inflammation (Farrar et Schreiber, 
1993). 
La production de l'IFNy ne se fait que par les lymphocytes T et 
les cellules NK activées, les lymphocytes T représentant la source 
majeure d'IFNy dans la plupart des cas. Tous les lymphocytes T 
C Da+ ainsi qu'une sous-population des lymphocytes T CD4 + peuvent 
produire la protéine. Le stimulus physiologique pour l'activation 
des lymphocytes T est l'antigène (Ag) présenté par une cellule 
présentatrice d'Ag, dans le cadre du complexe majeur 
d'histocompatibilité (CMH). L'activation des cellules NK pour la 
production d'IFNy nécessite deux composantes: le facteur de 
nécrose des tumeurs alpha (TNFa) produit par le macrophage suite à 
l'exposition à un microbe pathogène et un deuxième stimulus qui 
peut être un dérivé bactérien ou l'IL-12 (Tripp et Unanue, 1993). 
L'infection virale de ces cellules n'induit donc pas directement 
la production d'IFNy. En fait, l'IFNy ne possède qu'une faible activité 
anti-virale, celle-ci étant surtout l'attribut des IFNcx/f3. 
Les ADNcs pour l'IFNy humain et murin ont été clônés pour la 
première fois en 1982 et 1983 par Gray et al. La souris et l'homme 
ne possèdent qu'un seul gène pour l'IFNy, de 6 kb, composé de 4 exons 
et 3 introns. Le gène se situe sur le chromosome 12 (12q24.1) chez 
l'homme et 1 O chez la souris. 
L'activation du gène humain amène la génération d'un ARNm de 
1.2 Kb codant pour un polypeptide de 166 acides aminés. Les 23 
résidus en N-terminal constituent le peptide signal qui, lorsque 
clivé, donne un polypeptide mature de 143 acides aminés, d'un poids 
moléculaire de 17 kDa. Deux polypeptides s'assemblent pour former 
un homodimère de 34 kDa. Seul le dimère possède l'activité 
biologique, peut-être parce que seule cette forme peut effectuer la 
dimérisation du récepteur de l'IFNy. 
La chaîne polypeptidique de l'IFNy possède deux sites de N-
glycosylation qui sont indépendemment glycosylés ou non, ce qui 
donne lieu à une hétérogénéité de poids moléculaires. Bien que la 
glycosylation ne soit pas nécessaire pour l'activité biologique de 
l'IFNy, elle semble influencer la demi-vie de la molécule. 
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L' 1 FNy agit via un récepteur spécifique, distinct du récepteur 
pour les IFNcx/~. Il semble n'exister qu'un seul type de récepteur 
pour l'IFNy, exprimé de façon ubiquitaire sur presque toutes les 
cellules (sauf l'érythrocyte). Le récepteur lie l'IFNy avec une haute 
affinité {Kd = 1 o-1 O à 1 o-9 M), le nombre de sites de liaison 
variant de 200 à 25 000 sites/cellule. Le récepteur exprimé à la 
membrane plasmique possède un poids moléculaire entre 80-90 kDa. 
Par des comparaisons de séquence, le récepteur de l'IFNy n'offre 
aucune ressemblance avec d'autres protéines. Il ne fait partie ni de 
la famille de récepteurs de cytokines de type 1 {hématopoïétique) ni 
de la superfamille des immunoglobulines. Des analyses de structure 
plus approfondies ont indiqué que le récepteur de l'IFNy 
appartiendrait à une nouvelle famille de récepteurs de cytokines, 
appellée récepteurs de cytokines de type Il, qui incluent les 
récepteurs pour les IFNcx/~ et le récepteur pour l'IL-10 (Suk Vue Ho 
et al., 1993; Liu et al., 1994). 
Bien que la plupart des cellules possèdent le récepteur pour 
l'IFNy, les monocytes et macrophages constituent la cible première 
de cette cytokine dans les conditions physiologiques normales. 
L'I FNy est considéré comme la cytokine majeure responsable de 
l'activation et de la régulation de la fonction des 
monocytes/macrophages. Il promouvait l'activité de présentation 
de l'Ag par ces cellules, non seulement par l'induction des 
molécules CMH de classe Il {Steeg et al., 1982; Becker, 1985), mais 
aussi par l'augmentation des niveaux de plusieurs enzymes 
intracellulaires qui pourraient être importantes pour la 
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transformation de l'Ag (Johnson et Panitch, 1988; Allen et Unanue, 
1987). De plus, l'IFNy augmente l'expression de protéines de surface 
telles que la molécule d'adhésion inter-cellulaire 1 (ICAM-1) (Pober 
et al., 1986; Mantovani et Dejana, 1989; Hutchinson et al., 1992) et 
87/881 (Freedman et al., 1991 ), qui améliorent l'interaction entre 
le macrophage et la cellule T durant la présentation de l'Ag. 
L' 1 F N y augmente en plus la production par les 
monocytes/macrophages de plusieurs molécules (cytokines, dérivés 
de l'acide arachidonique, facteurs du complément) qui déclenchent 
l'inflammation (Nathan, 1987; Rappolee et Werb, 1988; Armbrust et 
al., 1993). Il cause également une augmentation de l'activité 
tumoricide de ces cellules et inhibe la croissance de bactéries et de 
parasites intra-cellulaires (8illiau et Dijkmans, 1990). Il induit ou 
augmente l'expression de plusieurs récepteurs et protéines 
membranaires chez les monocytes/macrophages, dont le récepteur 
pour l'IL-4 (Feldman et Finbloom, 1983), le récepteur à haute 
affinité des lgG (FcyRI) (Perussia et Trinchieri, 1983; Guyre et al., 
1983), le récepteur des glucocorticoïdes (Salkowski et Vogel, 
1992), le CD40 (Alderson et al., 1993), le récepteur du GM-CSF 
(Hallek et al., 1992), le récepteur de l'IL-2 (Herrmann et al., 1985; 
Espinoza-Delgado et al., 1992) et le CD23 (FceRllb) (Naray-Fejes-
Toth et Guyre, 1984), tandis qu'il diminue l'expression du CD14 
(Landmann et al., 1991; Landmann et al., 1992; Payne et al., 1992). 
La liste des effets de l'IFNy sur les monocytes et les 
macrophages décrite ci-haut n'est bien sûr pas complète. De plus, 
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I' 1 FNy a également des effets sur beaucoup d'autres types 
cellulaires. Ceci illustre bien le rôle clé de cette cytokine au 
niveau du système immunitaire et supporte la pertinence de son 
utilisation pour étudier son implication dans la régulation de 
l'expression du récepteur du facteur activateur des plaquettes 
(PAF-R) dans les monocytes. 
1.2 LE MONOCYTE 
Le monocyte fait partie de la population des cellules 
phagocytaires mononucléées, provenant d'une même cellule souche, 
dont la fonction primaire est la phagocytose. Les monocytes 
circulent dans le sang, mais ils peuvent migrer vers les tissus et 
ainsi se différencier en macrophages, tels que les cellules de 
Kupffer du foie, la microglie du système nerveux central et les 
macrophages alvéolaires du poumon. 
Les phagocytes mononucléés jouent un rôle critique autant dans 
l'immunité naturelle que dans l'immunité spécifique. 
Immunité naturelle: l'ensemble des mécanismes de défense qui 
existent avant la première exposition aux agents étrangers, qui ne 
sont pas augmentés par cette exposition et qui ne discriminent pas 
entre les différentes substances étrangères. 
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Immunité spécjfigue: l'ensemble des mécanismes de défense qui 
sont induits ou stimulés par l'exposition au corps étranger, qui sont 
extrêmement spécifiques pour distinguer les macromolécules et qui 
augmentent en magniture et en capacité de défense suite aux 
expositions successives à une macromolécule particulière. 
Les fonctions principales des monocytes/macrophages au 
niveau de l'immunité naturelle incluent la phagocytose des 
microbes ainsi que la production d'enzymes, de radicaux libres 
( H 2 0 2, 02-, NO) et de médiateurs lipidiques, afin de tuer les 
microbes et d'empêcher leur propagation. Cela inclue également la 
production de cytokines, pour attirer d'autres cellules au site 
d'inflammation, et la production de facteurs de croissance pour les 
fibroblastes et l'endothélium vasculaires, afin de favoriser la 
réparation des tissus. 
Au niveau de l'immunité spécifique, les phagocytes 
mononucléés agissent comme principales cellules présentatrices de 
l'antigène aux lymphocytes T. De plus, ils agissent de façon 
importante dans l'activation des lymphocytes T par l'expression de 
plusieurs molécules, dont l'interleukine-1. Les phagocytes 
mononucléés participent de façon importante dans l'immunité 
cellulaire, puisque les lymphocytes T activés vont sécréter des 
cytokines, dont l'IFNy, qui serviront à activer les 
monocytes/macrophages. Ces monocytes/macrophages activés 
détruiront plus efficacement les microbes. Ceci illustre bien un 
des nombreux phénomènes d'amplification qu'utilise le système 
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immunitaire. Finalement, les monocytes/macrophages participent à 
l'immunité humorale par leur capacité à effectuer la cytotoxicité 
dépendante des anticorps (ADCC), puisque ces cellules possèdent 
des récepteurs pour la partie constante des anticorps de type lgG. 
1.3 LE FACTEUR ACTIVATEUR DES PLAQUETTES (PAF) 
Le facteur activateur des plaquettes (PAF) a été découvert dans 
le cadre d'études portant sur le mécanisme immunologique impliqué 
dans la relâche d'histamine et de sérotonine par les plaquettes de 
lapins immunisés. En 1970, Henson proposait qu'un facteur soluble 
était relâché par les leucocytes pour stimuler les plaquettes à 
relâcher des amines vasoactives. Deux ans plus tard, le groupe de 
Benveniste démontrait que ce facteur était relâché à partir des 
basophiles de lapins suite à une stimulation par les lgE, et 
proposait le terme facteur activateur des plaquettes pour nommer 
cette activité. 
La caractérisation de sa structure chimique débuta alors mais 
ne fut clairement élucidée qu'en 1979 lorsque le groupe de 
Demopoulos démontra qu'un phosphoacylglycérol semi-synthétique, 
le 1-0-alkyl-2-acétyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (AGE PC), avait 
des propriétés physicochimiques et biologiques similaires à celles 
décrites pour le PAF. Ceci fut confirmé par le groupe de Blank et le 
groupe de Benvéniste dans la même année. Plus tard, Hanahan et al. 
(1980) isolèrent le PAF à partir de basophiles de lapin sensibilisé. 
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La caractérisation de la structure chimique de ce PAF naturel 
confirma que c'était bien le AGEPC. 
O H~-Q-CH2-(CH) nCH 3 
Il 1 
H c-c-o-CH 3 
1 r /CH3 
+ H c-o-p-0-CH -CH-N-CH 
2 1 2 2 ' 3 CH 3 o· 
Figure 1: Structure du PAF 
Le PAF est produit par plusieurs types cellulaires différents , 
notamment les neutrophiles, les monocytes, les macrophages, les 
plaquettes, les éosinophiles , les basophiles, les mastocytes et les 
cellules endothéliales, en réponse à une variété de stimuli 
spécifiques (Braquet et Rola-Pleszczynski , 1987; Chao et Oison , 
1993). 
Le PAF peut être synthétisé par deux routes distinctes: 
premièrement par le remodelage des phospholipides de la membrane 
cellulaire , impliquant l'hydrolyse par une phospholipase A2 (PLA2) 
d'un arachidonate à la position sn-2 et son remplacement par un 
groupement acétate ; deuxièmement par la synthèse de nova: à 
partir du précurseur 1-0-alkyl-sn-glycéro-3-phosphate, il y a 
incorporation d'un acétate et remplacement du groupement 
phosphate par une phosphocholine. Le PAF est dégradé par 
l'enlèvement du groupement acétate par une acétyl hydrolase et la 
réacylation avec un acide gras (Venable et al., 1993). 
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La plupart des cellules productrices de PAF sont également des 
cellules cibles de son action, d'où un potentiel d'amplification 
important. Il n'est donc pas surprenant de constater que les effets 
biologiques du PAF sont nombreux et très variés. Outre son rôle 
dans l'activation des plaquettes, le PAF participe à de nombreux 
autres processus physiologiques normaux tels que l'inflammation, 
l'homéostasie, et plusieurs aspects de la reproduction. Un rôle 
potentiel du PAF dans la différenciation cellulaire du système 
nerveux central a été suggéré. De plus, le PAF serait impliqué dans 
plusieurs situations pathologiques dont l'asthme, l'ischémie, les 
lésions gastriques et pulmonaires, l'allergie, le choc endotoxique, le 
rejet de greffes, les maladies à complexes immuns, le lupus 
érythémateux disséminé et certaines rétinopathies et maladies de 
la cornée (Braquet et al., 1987). 
Les nombreuses activités biologiques du PAF sont médiées via 
un récepteur spécifique présent à la membrane plasmique des 
cellules (Hwang, 1990). Les travaux de Hwang en 1988 ont révélé 
des différences dans l'ordre de puissance de plusieurs antagonistes 
du hPAF-R entre les neutrophiles et les plaquettes. Les travaux de 
Pinckard et al. (1992) vont également dans le même sens. Ils ont 
observé des différences dans l'ordre de puissance de divers 
agonistes pour la stimulation de plusieurs réponses physiologiques 
chez les polymorphonucléés (PMNs) humains. Ces observations 
soulèvent la possibilité de l'existence d'au moins deux types de 
récepteurs. Un de ces récepteurs pourrait être intra-cellulaire 
(Müller et Nigam, 1992; Svetlov et Nigam, 1993). Cette hypothèse 
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est attrayante puisque d'une part, la synthèse du PAF se fait de 
façon concomitante à l'activation cellulaire (via l'activation de la 
P LA2) et que d'autre part, des quantités considérables de PAF 
demeurent à l'intérieur de certains types cellulaires, dont les 
cellules endothéliales (Mclntyre et al., 1985; Lynch et Henson, 
1986; Sisson et al., 1987). Une telle rétention amena la proposition 
que le PAF pourrait agir en tant que médiateur intra-cellulaire, en 
plus d'exercer son rôle de médiateur extra-cellulaire. Des études 
ont été entreprises afin de vérifier ces hypothèses (Stewart et al., 
1990). 
Le récepteur du PAF (PAF-R) a été clôné pour la première fois 
par Honda et al. en 1991 à partir du poumon de cobaye. L'analyse de 
l'ADNc révéla que le PAF-R possède 342 acides aminés et un poids 
moléculaire calculé de 39 kDa. Il fait partie de la grande famille 
des récepteurs à 7 domaines transmembranaires. Le même groupe 
effectua peu après le clônage du PAF-R des leucocytes humains. 
(hPAF-R) (Nakamura et al., 1991 ). Celui-ci possède les mêmes 
caractéristiques que le récepteur de cobaye, avec 83o/o d'homologie 
dans la séquence d'acides aminés. Plusieurs autres groupes 
réalisèrent le clônage de l'ADNc du hPAF-R à partir de différentes 
sources (Ve, et al., 1991; Kunz et al., 1992; Seyfried et al., 1992; 
Sugimoto et al., 1992; Chase et al., 1993; Müller et al., 1993). Les 
analyses Southern suggèrent que le hPAF-R n'est codé que par un 
seul gène (Seyfried et al., 1992; Mutoh et al., 1993). Il serait 
localisé sur le chromosome 1 (Seyfried et al., 1992). De plus, les 
diverses analyses Northern effectuées ne révèlent la présence que 
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d'un seul ARNm du hPAF-R d'une longueur de 3.8 kb. Il est détecté 
dans les leucocytes, le cerveau, le coeur, le poumon, la rate et le 
rein (Mutoh et al., 1993). 
Suite à la liaison du PAF à son récepteur, plusieurs événements 
s'enclenchent: il y a activation de la phospholipase C, via une 
protéine G, pour générer de l'inositol triphosphate (IP3) et du 
diacylglycérol (DG). L'IP3 ainsi libéré va se lier à son récepteur et 
causer la relâche du calcium intra-cellulaire (Ca2+i). Ceci est suivi 
d'un influx de Ca2+ extra-cellulaire. Le DG formé, en combinaison 
avec l'élévation du niveau de Ca2+, va activer une protéine kinase C 
(PKC); il y aurait également activation d'une kinase 
Ca2+/calmoduline-dépendante. Le niveau élevé du Ca2+i permet 
l'activation de la PLA2, amenant la production de prostaglandines 
(PGs) et/ou de leukotriènes (L Ts). L'activation du hPAF-R cause 
aussi la production d'acide phosphatidique, impliquant ainsi une 
phospholipase D. De plus, on sait que la liaison du PAF à son 
récepteur amène une inhibition de la production d'AMPc, 
probablement via une protéine G. Finalement, l'activation du hPAF-
R entraîne l'activation de tyrosines kinases de la famille s rc 
(Shukla, 1992; Shimizu, 1992). 
Les connaissances obtenues à ce jour sur la régulation de 
l'expression du hPAF-R sont encore à l'état embryonnaire. On 
commence cependant à identifier quelques facteurs qui seraient 
responsables d'une régulation à la hausse de l'expression du hPAF-R. 
Ainsi, Nakamura et al. (1991) ont observé une augmentation de la 
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production d'ARNm du hPAF-R lorsque les cellules EoL-1, une lignée 
cellulaire éosinophilique humaine, sont différenciées avec du GM-
CSF, de l'IL-5 et du n-butyrate. Le lipopolysaccharide (LPS) 
apparaît également impliqué dans la régulation du PAF-R. 
Aepfelbacher et al. (1992) ont observé que les cellules Mono Mac 6 
(une lignée monocytaire humaine) traitées au LPS (1 O ng/mL) 
pendant 72 hrs répondent au PAF (1 OO nM) avec une augmentation 
des niveaux de Ca2+ cytosolique, alors que ceci n'est pas observé 
chez les cellules non traitées. Dans ce contexte, Liu et al. (1992) 
ont examiné les effets du LPS sur l'expression du PAF-R dans la 
lignée de macrophages péritonéaux IC-21, par des analyses de 
liaison. Ils ont démontré que ces cellules possèdent une seule 
classe de PAF-R avec une Bmax d'environ 170 fmol/mg protéine et 
un Kd de 0.25 nM. La préincubation des cellules IC-21 avec du LPS 
(0.01-1000 ng/mL) cause une augmentation du nombre de PAF-R 
(sans changer l'affinité) de façon dépendante de la concentration et 
du temps, l'effet maximal {entre 150o/o et 200% d'augmentation) 
étant observé entre 5 et 8 heures. Cet effet du LPS est sensible à 
l'actinomycine D et à la cycloheximide. L'augmentation du nombre 
PAF-R par le LPS est accompagnée d'une augmentation de la réponse 
en terme de variation de Ca2+i. Ces résultats pourraient expliquer 
les phénomènes de synergie observés par Glaser et al. (1990): ces 
auteurs ont décrit un effet de préactivation du LPS sur la 
production de PGE2 stimulée par le PAF chez la lignée cellulaire 
murine de type macrophagique P388D1. Cette préactivation par le 
LPS est sensible à un inhibiteur de la transcription, l'actinomycine 
D, suggérant un effet au niveau de l'activation génique. 
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D'autres régulations positives du hPAF-R ont été observées. 
O'Flaherty et al. (1991) ont rapporté que les PMNs humains 
prétraités 15 minutes avec le facteur de nécrose tissulaire alpha 
(TN Fa) possédaient un nombre plus élevé du hPAF-R de haute 
affinité, sans changer la constante d'affinité ni toucher au 
récepteur de faible affinité. Cet effet du TNF était cependant 
transitoire, disparaissant après 30 minutes d'incubation. Par 
contre, les cellules Mono Mac 6 traitées 72 heures avec 1 OO U/mL 
de TNFa répondent au PAF (100 nM) en terme de mobilisation de 
calcium, alors que cette réponse est absente chez les cellules non 
traitées (Weber et al., 1993). Les études de liaison ont démontré la 
présence de sites spécifiques de liaison du PAF (15 fmol/106 
cellules) seulement dans les cellules traitées au TNFa. Ce même 
groupe avait également démontré que la vitamine D3 (1,25-(0H)2 -
vit. D3) augmente la mobilisation du calcium stimulée par le PAF 
dans les cellules U937 (lignée promonocytaire humaine). Les 
auteurs suggèrent que cette amplification de la réponse au PAF 
s'expliquerait par une augmentation de l'expression de récepteurs 
spécifiques pour le PAF (Aepfelbacher et al., 1990). 
Ces effets de modulation à la hausse du hPAF-R des lignées 
cellulaires Mono Mac 6 et U937 pourraient être associés avec une 
différenciation de ces cellules, puisque le TNFa et la vitamine D3 
sont des agents qui amènent une différenciation. Rola-Pleszczynski 
et Stankova (1992) ont en effet observé que les cellules humaines 
promyélocytaires HL-60 acquièrent progressivement la capacité de 
répondre au PAF lorsqu'elles sont différenciées vers les monocytes 
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avec la vitamine Ds. Une induction d'expression de l'ARNm du hPAF-
R fut clairement démontrée par les travaux de Müller et al. (1991) 
durant une telle différenciation des cellules HL-60. 
Dans les lignées de lymphocytes B humains, il semble que le 
PAF lui-même (1 OO nM) et l'IL-4 (1 OO U/mL) augmente de 2 à 3 fois 
le nombre de sites de liaison du PAF, sans toucher à l'affinité 
(Nguer et al., 1992). Le facteur de transformation et de croissance 
bêta (TGF{3) s'est également avéré un facteur de régulation à la 
hausse du hPAF-R dans les lignées de cellules B, ainsi que dans la 
lignée promonocytaire U937 (Parent et Stankova, 1993). Cet effet 
du TGF{3 serait relié à une augmentation de la transcription du gène 
hPAF-R, sans affecter la demi-vie de son ARNm, et ce, de façon 
indépendante de la synthèse protéique. 
Au niveau des macrophages alvéolaires (MA) de rat, l'exposition 
in vivo à l'ozone (2 ppm, 3 heures) cause une augmentation du 
nombre de sites de liaison du PAF (13.1 X 1 o3 sites/cellule chez les 
rats traités versus 4.6 X 1 o3 chez les rats non traités), sans 
toucher à la constante d'affinité. De plus, le PAF-R des MA 
fraîchement isolés semble inactif puisque la stimulation de ces 
cellules par le PAF ne cause pas de mobilisation de calcium. La 
réactivité des récepteurs est induite par l'ozone (Pendino et al., 
1993). 
Alors que les lymphocytes T humains au repos ne semblent pas 
posséder de sites de liaison spécifiques du PAF (Müller et al., 
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1993), leur activation via le CD2 ou le CD3 induit des sites de 
liaison (Calabresse et al., 1992). Cependant, le PAF-R semble être 
présent sur les lymphocytes T de chiens: Mangino et al. (1993) ont 
détecté une capacité de liaison maximale du PAF de 35 pmoles/ 
2X1O6 lymphocytes, soit 6419 récepteurs par cellule, avec une 
constante d'affinité de 0.077 nM. 
Les connaissances sur la modulation à la baisse du hPAF-R sont 
encore moins complètes. Cette modulation se fait surtout par des 
facteurs impliqués dans la transmission du signal du PAF. Ainsi, il 
s'agit du phénomène complexe de désensibilisation du récepteur. 
Il a été démontré par plusieurs que l'activation de la PKC 
module à la baisse le PAF-R de haute affinité des neutrophiles 
humains (O'Flaherty et al., 1989; Yamazaki et al., 1989; O'Flaherty 
et al., 1992) et des cellules de Kupffer de rat (Chao et al., 1992). 
Également, il s'avère que l'AMPc régule à la baisse le PAF-R dans 
les cellules Kupffer de rat (Chao et al., 1990) et dans les monocytes 
humains (Thivierge et al., 1993). De plus, il semble que la 
phosphorylation des protéines au niveau des tyrosines jouerait un 
rôle direct ou indirect dans la régulation de l'expression du PAF-R à 
la surface des cellules, puisque le vanadate de sodium, un inhibiteur 
des phosphotyrosine phosphatases, cause une diminution de 
l'expression du PAF-R chez les cellules Kupffer de rat (Chao et al., 
1992). 
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Finalement, alors que la préincubation des plaquettes humaines 
avec un inhibiteur de la PKC ou avec des agents qui augmentent les 
niveaux d'AMPc dans la cellule n'a pas affecté la liaison du PAF, les 
inhibiteurs de la Ca2+/calmoduline kinase W-7 et sphingosine ont 
diminué la liaison du PAF de 50% à 80o/o (Burgers et Akkerman, 
1993). Ces données indiquent que le hPAF-R des plaquettes serait 
sous le contrôle d'un processus de phosphorylation/ 
déphosphorylation dépendante de la ca2+/calmoduline kinase. 
1.4 BUT DE L'ÉTUDE 
Les monocytes sont un des types cellulaires qui répondent au 
PAF. Ils expriment le hPAF-R de façon constitutive (Müller et al., 
1993; Thivierge et al., 1993) et répondent au PAF par une 
augmentation de la production de plusieurs cytokines, telles que le 
TN Fa, l'IL-1, l'IL-6, et l'IL-8 (Valone et al., 1988; Poubelle et al., 
1991; Thivierge et Rola-Pleszczynski, 1992; Denault et al., 1993). 
De plus, le PAF cause chez ces cellules des phénomènes de 
chimiotaxie et d'agrégation, il augmente leur production de l'anion 
superoxide et augmente leur cytotoxicité (Braquet et Rola-
Pleszczynski, 1987). 
Des observations sur les interactions entre l'IFNy et le PAF 
pour la production de cytokines par les monocytes ont été rapportés: 
Barthelson et Valone (1990) ont démontré un effet synergique entre 
I' 1 FNy et le PAF pour la production d'IL-1; Rola-Pleszczynski et 
16 
Stankova (1992) ont montré que les cellules HL-60 différenciées en 
monocytes nécessitaient un traitement préalable avec l'IFNy pour 
observer un effet du PAF sur la production de TNFa stimulée par le 
MDP. 
De plus, des études effectuées au laboratoire du Dr Rola-
Pleszczynski (observations non publiées) ont montré que les 
monocytes humains prétraités avec l'IFNy puis stimulés au PAF 
produisent plus de TNFa que les monocytes non traités. Cette 
préactivation des monocytes par l'IFNy peut être associée avec une 
série d'événements intra-cellulaires, dont l'activation d'un ou de 
plusieurs éléments de la cascade de transduction du signal du PAF. 
L'élément susceptible d'être affecté en tout premier lieu serait 
certainement le récepteur du PAF lui-même. Nous avons donc 
planifié une série d'expériences afin de vérifier l'hypothèse que 
l'IFNy pourrait moduler à la hausse l'expression du récepteur du PAF 
dans les monocytes. 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 
2.1 PRODUITS UTILISÉS 
L' 1 FNy recombinant humain vient de Collaborative Research 
(Bedford, MA). Il possède une activité spécifique de 3.4 X 107 U/mg 
et contient moins de 2 ng d'endotoxine/mg. L'IFNa vient de la même 
compagnie. Le PAF (analogue hexadecyl) (Bachem Fine Chemicals, 
Torrance, CA) est dissout dans l'éthanol et resuspendu dans du 
milieu RPM 1 1640 contenant 0.25% d'albumine de sérum bovin (BSA). 
Le leukotriène 84 (L TB4) est fourni par le Dr A.W. Ford Hutchinson 
des Laboratoires Merck-Frosst (Dorval, Canada). Il est dissout dans 
l'éthanol et dilué dans du milieu RPMI. Le formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanine (FMLP) vient de chez Sigma (St-Louis, MO). Il est 
dissout dans le DMSO puis dilué dans du milieu RPMI. La 
cycloheximide et la polymyxine B viennent aussi de chez Sigma. 
L'actinomycine D vient de chez Merck Sharp & Dohme International 
(Rahway, NJ). 
2.2 LIGNÉE CELLULAIRE BHK 
Les cellules BHK (baby hamster kidney), des cellules 
fibroblastiques, servent à la production d'un microexudat de 
fibronectine. Les BHK sont cultivées dans des flacons de 75 cm2 
(Falcon, Becton Dickinson, Oxnard, CA), dans un milieu DMEM 
18 
40 µg/ml de gentamicine (Schering Canada lnc., Pointe-Claire, Qué.) 
et 5% de sérum de veau (CBS). Cette lignée cellulaire est maintenue 
à 37°C dans une atmosphère composée de 95°10 d'air et 5°10 de C02 de 
façon à lui permettre de sécréter de la fibronectine. Lorsque les 
cellules atteignent la confluence, elles sont détachées du flacon à 
l'aide d'une solution de trypsine-EDTA et diluées 1:10, 2 fois par 
semaine. Pour obtenir la couche de fibronectine, on détache les 
cellules avec une solution de EDTA monosodique (0.01 M). 
2.3 PRÉPARATION ET STIMULATION DES MONOCYTES 
Le sang veineux de donneurs sains est recueilli dans un sac 
contenant du citrate. La préparation des cellules se fait à la 
température de la pièce. Le sang est distribué dans des tubes 
Falcon de 50 ml (Falcon, Becton-Dickinson Labware, Lincoln Park, 
NJ), puis centrifugé 15 minutes à 250 g. Le plasma riche en 
plaquettes (PRP) est enlevé et remplacé par un volume équivalent de 
saline tamponnée avec un tampon phosphate (PBS). Suite à la 
sédimentation des globules rouges (GR) au dextran (Dextran T-500, 
Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suède) (2o/o dans du PBS), le 
surnageant riche en leucocytes est déposé sur un coussin de Ficoll-
Hypaque (1.077 g/ml) (Pharmacia, Uppsala, Suède) puis centrifugé à 
400 g pendant 20 minutes. La couche de cellules mononucléées 
(PBML) est récoltée à l'interface. Elle est lavée deux fois au PBS 
puis resuspendue dans du RPMI 1640 (Gibco) contenant de la 
gentamicine (40 µg/ml) et 10% de sérum de veau fétal inactivé 
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(FBS). Les monocytes sont alors purifiés par adhérence sur des 
flacons de culture ayant préalablement servi à la culture des 
cellules BHK, qui sécrètent la fibronectine. Ceci permet d'enrichir 
la population adhérente de plus de 90% en monocytes, tel que 
déterminé sur le cytofluoromètre FACScan selon les critères 
morphologiques. Cette population est récupérée avec une solution 
de EDTA (0.01 M) dans le RPMI 1640/10o/o FBS. La viabilité cellulaire 
est >95%, selon l'exclusion du trypan bleu. Suite à un lavage, les 
monocytes sont resuspendus dans du RPMI 1640/5% FBS, à une 
concentration cellulaire de 4-5 X 106 cellules/ml, et déposés dans 
des tubes de polypropylène de 15 ml (Falcon, Becton-Dickinson 
Labware, Lincoln Park, NJ), à raison de 2 ml/tube. Puisque 
l'adhérence active les monocytes, on laisse les cellules reposer 
toute la nuit, à 37°C, sous une atmosphère de 95% 02, 5°/o C02, afin 
de leur permettre de retourner à leur niveau basal. Le lendemain 
matin, le milieu est alors enlevé délicatement à l'aide d'une pipette 
Pasteur et remplacé par un même volume de milieu frais (RPMI 
1640/5% FBS). Les cellules reposent à nouveau pendant 30 minutes, 
avant d'être stimulées. 
2.4 BUVARDAGE NORTHERN 
Suite au traitement approprié, les cellules sont centrifugées et 
l'ARN total est isolé par extraction à l'acide guanidinium-
thiocyanate-phénol-chloroforme, selon la méthode de Chomczynski 
et Sacchi (1987). L'ARN est quantifié par spectrophotométrie à 260 
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nm puis de 5 à 1 O µg est séparé par électrophorèse dans un gel 
d'agarose 1 o/o et transféré sur une membrane de nylon Hybon-N+ 
(Amersham, Arlington Heights, IL), pour l'analyse Northern. Un 
fragment EcoRI d'une longueur de 0.7 kb est utilisée comme sonde 
d'ADNc du hPAF-R (Müller et al., 1993). Également, un fragment Pstl 
de 1.0 kb (ATCC) a été utilisé comme sonde d'ADNc du gène témoin 
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), ainsi qu'un 
fragment EcoRI de 1.16 kb comme sonde d'ADNc pour l'interleukine-
6 (IL-6) (ATCC). Les sondes sont marquées par la technique 
d'extension d'amorces (système de marquage multiprime 
d'Amersham), avec l'[a-32 P]-dCTP (activité spécifique >3000 
Ci/mmol; Amersham). 
Les membranes sont préhybridées pendant 4 heures à 68°C dans 
une solution contenant du Tris 120 mM, NaCI 600 mM, EDTA 8 mM, 
sodium pyrophosphate (NaPP) 0.1 %, sodium dodecyl sulfate (SDS) 
0.2°/o, et de l'héparine 1 OO µg/mL; l'hybridation se fait pendant 18 
heures à 68°C dans le même mélange, sauf que la concentration 
d'héparine est augmentée jusqu'à 625 µg/mL et que l'on ajoute du 
dextran sulfate à 10%. Par la suite, les membranes sont lavées une 
fois à la température de la pièce dans du 2X SSC (1 X SSC: 0.15M 
NaCI, 0.015 M sodium citrate, pH 7) pendant 20 minutes, puis une 
fois dans du 0.1 X SSC, 0.5% SDS pendant 1 heure à 68°C, puis 
finalement rincées à la température de la pièce avec 0.1 X SSC. Les 
membranes sont exposées sur un film Kodak XAR-5 (Eastman Kodak, 
Rocherster, NY), avec un écran intensificateur pour 24 heures à 
-80°C. L'intensité du signal est quantifiée par densitométrie en 
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utilisant un digitalisateur numérique (Thunder Works) et analysée 
par le logiciel Sean Analysis. Les membranes sont alors 
déshybridées par un lavage de 60 minutes à 90°C avec une solution 
de 0.1 o/o SDS, puis réhybridées avec les sondes GAPDH ou IL-6. Les 
valeurs de densitométrie sont exprimées par le rapport de 
densitométrie hPAF-R/GAPDH, les valeurs témoins étant fixées à 1. 
2.5 CYTOFLUOROMÉTRIE 
Suite au traitement approprié, les monocytes sont lavés deux 
fois dans du RPMI 1640 froid contenant 0.25% BSA pour enlever tout 
le FBS. Les cellules (2.5 X 1 o5) sont incubées pendant 45 minutes à 
4°C avec 12.5 ng/mL d'lgG anti-hPAF-R ou d'lgG préimmun de lapin. 
Elles sont ensuite lavées avec du PBS froid puis incubées pendant 
30 minutes à 4°C avec un anticorps de chèvre anti-lgG (H+L) de 
lapin conjugué à la fluorescéine (Bio/Can Scientific, Mississauga, 
Ont., Canada). Cette molécule peut être excitée à 488 nm pour 
émettre de la fluorescence à 525 nm. Après un lavage au PBS, la 
fluorescence des cellules est analysée par cytofluorométrie de flux, 
avec un FACScan Analyzer (Becton-Dickinson, San Jose, CA). Les 
données sont basées sur l'analyse de 5000 cellules par échantillon. 
Le principe de l'appareil FACScan est le suivant: les cellules 
sont aspirées dans l'appareil par une tige capillaire; elles passent 
ensuite une à une devant un faisceau laser. Le faisceau excite le 
fluorochrome qui est fixé à la cellule et les photomultiplicateurs 
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captent l'information; celle-ci est compilée par un ordinateur relié 
à l'appareil. À partir de la réflexion et de la dispersion de la 
lumière sur la cellule, on obtient des informations plus générales, 
dont le volume et la granularité, qui sont également intégrées par 
l'ordinateur. 
Les anticorps polyclônaux anti-hPAF-R ayant servi pour ces 
études ont été produits dans des lapins par immunisations répétées 
avec un décapeptide synthétique (correspondant aux résidus 164-
173 du hPAF-R) couplé à la protéine porteuse KLH (keyhole-limpet 
haemocyanin), tel que décrit par Müller et al., (1993). La fraction 
contenant les lgG a été obtenue par élution d'une colonne protéine 
A-Sépharose (Pharmacia). 
2.6 MESURE DES NIVEAUX DE CALCIUM INTRACELLULAIRE 
Les niveaux de calcium intracellulaire ([Ca2 + ]i) sont 
déterminés en utilisant la molécule fura-2 couplée à un 
acétoxyméthyl ester (fura 2-AM) (Calbiochem, San Diego, CA). Le 
principe est le suivant: le fura-2-AM pénètre dans les cellules où il 
est clivé en fura-2 par des estérases cytosoliques. Le fura-2 ainsi 
clivé peut se complexer avec le calcium présent dans la cellule. 
Seuls les complexes fura-2/calcium peuvent être excités à 340 nm 
et émettre de la fluorescence, à 510 nm. Les mesures et les 
calibrations ont été effectuées sur un spectrofluorimètre 
SLM/Aminco (SLM Instruments, Urbana, IL), tel que décrit par Müller 
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et al., (1991 ). Après le traitement approprié, les cellules sont 
centrifugées et resuspendues à la concentration de 5 X 106 
cellules/ml, dans du RPMI 1640. Les cellules sont reposées 30 
minutes à la température de la pièce avant d'être chargées avec 3 
µM de fura-2-AM pendant 20 minutes. Elles sont ensuite lavées 
deux fois avec la solution de Hanks balancée en sels (HBSS; Gibco) 
sans Ca2+ et supplémentée avec 350 mg/L de NaHC03 et 10 mM 
Hepes (pH 7 .0). Les cellules sont à nouveau laissées au repos 15 
minutes. 1 O minutes avant de prendre les lectures, la concentration 
en Ca2+ dans la cuvette est amenée à 1.5 mM, par l'ajout d'une 
solution de CaCl2. La concentration du calcium intra-cellulaire 
([Ca2+]i) est calculée selon la méthode de Tsien et al. (1982), 
utilisant l'équation suivante: [Ca2+]i = (Kd) (F-Fmin)/(Fmax-F), où 
la valeur de Kd est de 224 nM à 37°C (Grynkiewicz et al., 1985; 
Payet et al., 1991 ). La fluorescence maximale (Fmax) est obtenue 
par l'addition du Triton X-1 OO à une concentration finale de 0.5%. 
La fluorescence minimale (Fmin) est déterminée par l'addition 
subséquente de EGTA dans un tampon Tris-HCI (1 OO mM, pH 9.0) à la 
concentration finale de 6.25 mM. Les stimuli consistent en l'ajout 
de PAF, L TB4 et FMLP, à une concentration finale de 1 o-8M. 
2.7 ANALYSE STATISTIQUE 
L'analyse statistique a été effectuée par une analyse de 
variance, grâce au logiciel StatView. La significativité des 
résultats a été déterminée par le test de Sheffe. 
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RÉSULTATS 
3.1 ÉTUDE DES EFFETS DE L'IFNySUR L'EXPRESSION DU hPAF-R 
3.1.1 Au niveau de l'ARNm 
La capacité de l'IFNy à moduler l'expression du hPAF-R a d'abord 
été vérifiée par des études de concentrations/réponses au niveau de 
l'ARNm du hPAF-R. Les monocytes humains expriment de façon 
constitutive le messager du hPAF-R. La figure 2 nous montre que la 
stimulation de ces cellules par l'IFNy (0.1-1000 U/mL) pendant 2 
heures cause une accumulation de l'ARNm du hPAF-R, et ce, de façon 
dépendante de la concentration. On note une augmentation de 3 à 4 
fois le niveau basal. Pour les expériences subséquentes, nous avons 
utilisé l'IFNy à une concentration de 400 U/ml. 
L' 1 FNy recombinant que nous utilisons est préparé dans des 
bactéries E. coli. Il est donc possible que cette préparation soit 
contaminée avec le lipopolysaccharide (LPS), un constitutant de la 
paroi cellulaire de E. coli. Le LPS est une molécule qui possède la 
capacité d'activer ou de préactiver les monocytes et les 
macrophages. Il était donc important de s'assurer que l'effet 
observé avec l'IFNy n'était pas dû à une contamination au LPS. Pour 
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Figure 2: Effet concentration-réponse de l'IFNy sur l'accumulation 
d'ARNm du hPAF-R 
Les monocytes ont été cultivés en présence de 0-1000 U/mL d'IFNy. 
Après 2 heures, les cellules ont été lysées et l'ARN a été extrait. 
L'ARN total (10 µg/piste) a été séparé par électrophorèse, transféré 
sur une membrane de nylon, et hybridé ave les sondes hPAF-R et 
GAPDH. Le buvardage et l'analyse densitométrique correspondante 
sont illustrés. Les résultats sont tirés d'une expér ience 
représentative répétée trois fois . 
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Morrison et Jacobs (1976) ainsi que par Stokes et al., (1989) que la 
polymyxine B se lie au LPS. Elle bloque ainsi ses activités 
biologiques en empêchant la liaison du LPS à son récepteur. 
Les monocytes ont été prétraités ou non avec la polymyxine B 
pendant 15 minutes puis l'IFNy est ajouté, selon le cas. L'incubation 
est poursuivie pendant 2 heures. On remarque à la figure 3, aux 
pistes 4 et 5, que les monocytes ainsi prétraités répondent toujours 
de façon significative à l'IFNy. 
Puisque l'IFNy fait partie de la même famille de cytokines que 
les IFNa/~, nous avons vérifié si l'IFNa modulait les niveaux d'ARNm 
du hPAF-R de façon similaire à l'IFNy. Les pistes 6 à 8 de la figure 
3 nous montrent que le traitement des monocytes avec l'IFNa (400 à 
2000 U/mL) n'a aucun effet sur l'ARNm du hPAF-R. 
Par la suite nous avons voulu vérifier quelle était la cinétique 
de régulation à la hausse du niveau de l'ARNm du hPAF-R par l'IFNy. 
Les monocytes ont donc été traités pendant différents temps en 
absence ou en présence d'IFNy, puis l'ARN a été extrait. Ces études 
nous ont révélé que l'effet de l'IFNy est rapide, débutant dès 1 heure 
après la stimulation (Figure 4). L'activité maximale est observée à 
2 heures et est maintenue par la suite, jusqu'à 24 heures. 
Cependant, durant les longues périodes de stimulation (> 18 heures) 
nous avons observé une diminution du niveau basal de l'ARNm du 
hPAF-R, tandis que les niveaux d'ARNm du hPAF-R dans les cellules 
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Figure 3: Effet de l'IFNy et de l'IFNcx sur l'expression d'ARNm du 
hPAF-R 
Les monocytes ont été cultivés pendant 2 hres en présence de 
milieu seul (piste 1 ), d'IFNy (1000 ou 400 U/mL) (pistes 2 et 3) ou 
d' 1 FNcx (2000, 1000 ou 400 U/mL) (pistes 6 à 8). En pistes 4 et 5, 
les monocytes ont été prétraités 15 minutes avec la polymyxine B 
(PB) (10 µg/mL) avant l'ajout de milieu (piste 4) ou d'IFNy (400 
U/mL, piste 5). L'incubation s'est poursuivie pendant 2 heures. 
Après la stimulation, les cellules ont été lysées, l'ARN total extrait 
et analysé par buvardage Northern. Les résultats sont tirés d'une 
expérience représentative, répétée trois fois. 
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Figure 4: Cinétique d'accumulation de l'ARNm du hPAF-R induite par 
l'IFNy 
Les monocytes ont été traités en absence ou en présence d'IFNy (400 
U/mL pour différentes périodes de temps, puis lysés. L'ARN total a 
été extrait et préparé pour l'analyse Northern. La figure illustre 
une expérience représentative (n=3). 
29 
3.1.2 Au niveau de la protéine 
Afin d'examiner si la régulation à la hausse de l'ARNm du hPAF-
R par l'IFNy est accompagnée par l'augmentation de l'expression du 
récepteur à la surface des cellules, des études de cytofluorométrie 
ont été entreprises. Les monocytes ont été traités pendant 
différentes périodes de temps avec ou sans IFNy, puis incubés en 
présence de l'anticorps polyclônal anti-hPAF-R. La figure 5 illustre 
le résultat d'une expérience. Les monocytes traités pendant 24 
heures avec l'IFNy (B) démontrent une fluorescence 6 fois plus 
élevée que celle des monocytes témoins (A). Cette augmentation 
persiste jusqu'à 48 heures de stimulation (C et D). En moyenne, on 
note une augmentation de la fluorescence de 3.15 ± 2.06 à 24 heures 
(n=3) et de 4.07 ± 0.88 à 48 heures (n=3). Cependant, aucun 
changement dans la fluorescence des cellules n'est observé pour des 
temps de stimulation plus courts (moins de 18 heures). 
3.1.3 Au niveau de la réponse calcique stimulée par le PAF 
Puisque l'IFNy augmente l'expression du hPAF-R autant au 
niveau de l'ARNm qu'au niveau de la protéine, on peut se demander 
s'il augmente également la réponse biologique reliée au PAF. Nous 
avons vérifié cela par des études de mobilisation du calcium. Les 
monocytes ont donc été traités comme précédemment, puis chargés 
avec le fura-2-AM pour le dosage des variations du calcium 
intracellulaire ([Ca2+]i). Les résultats d'une expérience sont 
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Figure 5: Analyse cytofluorométrjgue de l'expression du hPAF-B des 
monocytes traités avec l'I FNy 
Les monocytes ont été incubés en absence ou en présence d'IFNy 
(400 U/mL) pour 24 et 48 hrs. Ensuite, ils ont été mis en présence 
d'lgG anti-hPAF-8164-174 (ligne pleine) ou d'lgG préimmun (ligne 
pointillée) . A et B: cellules témoins et cellules traitées avec 
I' 1 FNy, respectivement, à 24 hrs . C et D: cellules témoins et 
cellules traitées avec l'IFNy, respectivement, à 48 hrs. Les nombres 
entre parenthèses indiquent les valeurs de fluorescence obtenues 
avec l'lgG anti-hPAF-B, après soustraction des valeurs obtenues 
avec l'lgG préimmun. La figure représente une expérience 
reproductible (n=3) . 
31 
A B 
1 OO sec. 
1400 
1 OO sec. 1200 
~ 1000 1000 c 
~ 800 -P""""I 800 
~ 600 _/'~ 600 P""""I + 400 400 NC'O 





PAF FMLP PAF FMLP 
c D 
1000 1 OO sec. 1000 1 OO sec. 
~ 800 ~ 800 
:.f'-.~ 
c 
~ 600 - 600 P""""I J' + + NC'O 400 N 400 C'O u 200 u 200 &.......i &.......i 
0 
~ ~ 
0 t t 
PAF FMLP PAF FMLP 
Figure 6: Effet du prétraitement à l'I FNy sur les variations de 
[Ca2+]i induite par le PAF 
Les monocytes ont été traités en absence ou en présence d'IFNy (400 
U/mL) pour 24 et 48 hrs, puis lavés et chargés avec 3 µM de Fura 2-
AM pour 20 minutes. Les cellules ont alors été lavées trois fois 
avec du HBSS. 1.5 mM de CaCl2 a été ajouté dans la cuvette 10 min. 
avant les stimulations, avec 10-8M PAF, 10-8M LTB4 ou 10-8M 
FMLP. Les résultats sont tirés d'une expérience représentative, 
répétée trois fois. A et 8: cellules témoins et cellules traitées à 
l' I FNy, respectivement, à 24 hrs. C et D: cellules témoins et 
cellules traitées à l'IFNy, respectivement, à 48 hrs. 
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répondent au PAF 1 o-8M par une élévation du calcium intra-
cellulaire de 800 nM (A). Les cellules prétraitées avec l'IFNy 
répondent avec une variation de 1300 nM de calcium (8), soit une 
augmentation de 1.6 fois la réponse des cellules témoins. La 
réponse calcique reliée au PAF augmente en moyenne de 2.11 ± 0.25 
(n=S) chez les monocytes prétraités 24 heures à l'IFNy, par rapport 
aux cellules non prétraitées. Cette augmentation est encore plus 
évidente à 48 heures de prétraitement, puisque que la réponse des 
cellules témoins n'est plus que de 200 nM (C), alors que les cellules 
prétraitées à l'IFNy répondent avec une variation du [Ca2+]i de 600 
nM (D). De même que pour les expériences de cytofluorométrie, 
aucune augmentation de la réponse calcique induite par le PAF n'a 
été observée pour des temps de prétraitement avec l'IFNy de moins 
de 18 heures. 
Afin de vérifier si l'IFNy n'affecte que la réponse biologique 
reliée au PAF, nous avons également examiné la réponse calcique au 
L T84 et au FMLP chez des monocytes prétraités ou non à l'IFNy. La 
variation du [Ca2+]i stimulée par le L T84 (1 o-8M) n'est pas affectée 
par le prétraitement à l'IFNy. Cependant, la réponse calcique suite à 
une stimulation au FMLP est augmentée à 24 heures, passant de 500 
nM pour les cellules témoins (A) à 750 nM pour les cellules 
prétraitées à l'IFNy (8), mais ceci n'est pas observé à 48 heures (C 
et D). 
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3.2 ÉTUDE DU MÉCANISME IMPLIQUÉ 
3.2.1 Demi-vie de l'ARNm du hPAF-R 
Dans un autre ordre d'idées, nous avons entamé une série 
d'expériences nous permettant d'évaluer les mécanismes sous-
jacents l'accumulation d'ARNm du hPAF-R induite par l'IFNy. Cette 
accumulation peut être causée par une augmentation de la stabilité 
de l'ARNm du hPAF-R, une augmentation de la transcription du gène, 
ou encore par les deux. Afin de discriminer entre ces possibilités, 
nous avons évalué la demi-vie de l'ARNm du hPAF-R pour les 
cellules témoins et les cellules traitées à l'IFNy. Ces expériences 
ont nécessité l'utilisation d'un inhibiteur de la synthèse d'ARN, 
l'actinomycine D. Les monocytes sont donc incubés en présence ou 
en absence d'IFNy pendant 2 heures, puis l'actinomycine D est 
ajoutée. L'ARN total est extrait par la suite à différents temps. 
Comme l'indique le résultat à la figure 7, la demi-vie de l'ARNm du 
hPAF-R calculée pour les cellules témoins n'est pas 
significativement différente de celle obtenue pour les cellules 
traitées à l'IFNy, soit de 95 minutes. Ces résultats suggèrent que 
l'accumulation de l'ARNm du hPAF-R causée par l'IFNy n'est pas due à 
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Figure 7: Évaluation de la demi-vie de l'ARNm du hPAF-R chez les 
cellules témoins et traitées à l'IFNy 
Les monocytes ont été incubés avec le milieu seul (carrés) ou l'IFNy 
(400 U/mL) (cercles) pendant 2 hres. La synthèse d'ARNm a alors 
été arrêtée par l'ajout d'actinomycine D (10 µg/mL). Les cellules 
ont été lysées au temps indiqués, l'ARN total extrait et préparé pour 
l'analyse Northern. Le calcul de la demi-vie donne 95 min. vs 94.7 
min. pour les cellules témoins et les cellules traitées à l'IFNy, 
respectivement. La figure illustre une expérience représentative 
(n=2). 
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3.2.2 Inhibition de la transcription 
Puisque l'IFNy ne semble pas agir au niveau de la demi-vie de 
l'ARNm du hPAF-R, son action se situerait au niveau de l'activation 
transcriptionnelle du gène. Pour évaluer ceci, nous avons utilisé 
l'actinomycine D de nouveau, mais cette fois en prétraitant les 
cellules avec cet inhibiteur, de façon à bloquer toute nouvelle 
transcription. Ainsi, suite à l'ajout de l'IFNy, il ne devrait plus y 
avoir d'accumulation d'ARNm du hPAF-R. C'est effectivement ce que 
l'on retrouve comme résultat, à la figure 8. Le prétraitement 
pendant 20 minutes avec l'actinomycine D a complètement aboli la 
réponse des monocytes à l'IFNy, par rapport aux cellules non 
prétraitées. L'ensemble de ces résultats suggère fortement que 
l'IFNy module l'expression du hPAF-R au niveau transcriptionnel. 
3.2.3 Inhibition de la synthèse protéique 
Nous avons démontré lors des études de cinétique (figure 4) que 
l'accumulation d'ARNm du hPAF-R induite par l'IFNy est rapide. Elle 
serait causée par une augmentation de la transcription du gène. 
Nous avons donc entrepris de vérifier si cet effet médié par l'IFNy 
est direct ou s'il nécéssite la synthèse de nouvelles protéines, en 
utilisant la cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse protéique. 
Tel que montré à la figure 9, les monocytes prétraités 30 minutes 
avec la cycloheximide répondent toujours à l'IFNy par une 
augmentation équivalente du niveau d'ARNm du hPAF-R. De plus, le 
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Figure 8: Effet du prétraitement à l'actjnomycine D sur 
l'accumulation d'ARNm du hPAF-R induite par l'IFNy 
Les monocytes ont prétraités 20 minutes avec l'actinomycine D (1 O 
µg/mL) afin de bloquer toute nouvelle synthèse d'ARNm. Le milieu 
ou l'IFNy (400 U/mL) a alors été ajouté. Après 1 ou 2 heures, les 
cellules ont été lysées, l'ARN total extrait et analysé par buvardage 
Northern . La figure illustre une expérience représentative (n=2) . 
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Figure 9: Effet du prétraitement à la cycloheximide sur 
l'accumulation d'ARNm du hPAF-R induite par l'IFNy 
Les monocytes ont été préincubés en absence ou en présence de 
cycloheximide (10 µg/mL) pour 30 minutes, avant l'ajout de milieu 
ou d'IFNy (400 U/mL). La culture s'est poursuive pendant 2 hrs. Les 
cellules ont alors été lysées, l'ARN total extrait et analysé par 
buvardage Northern. Les résultats sont tirés d'une expérience 
représentative, répétée deux fois. 
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cycloheximide. Comme témoin positif pour l'activité de la 
cycloheximide, la même membrane a été réhybridée avec la sonde 
d'ADNc pour l'IL-6 et démontre la superinduction du message de l'IL-
6, tel que rapporté par Rola-Pleszczynski et Stankova (1992). 
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DISCUSSION 
Les interférons sont de puissants modulateurs de l'expression 
génique (Sen et Ransohoff, 1993). Les gènes induits par les IFNs 
peuvent être divisés en trois groupes. Un groupe comprend les 
gènes induits par les deux types d'IFNs, cx/(3 et y, tels que le gène de 
la 2'-5'-oligoadénylate synthétase (Benech et al., 1985), le gène 
codant pour la protéine liant le guanylate (GBP), le gène codant pour 
l'antigène Ly-6A/E (Khan et al., 1990) et les gènes des protéines du 
CMH de classe 1. Un deuxième groupe consiste en ceux induits de 
façon prédominante par les IFNcx/(3, tels que les gènes plF-1 (Lamer 
et al., 1984), Mx (Staeheli et al., 1984) et 6-16 (Kelly et al., 1985). 
Le troisième groupe inclut les gènes induits préférentiellement par 
I' 1 FNy. Dans les monocytes/macrophages, cela inclut entre autres 
les gènes codant pour le récepteur de haute affinité des lgG (FcyR 1) 
(Guyre et al., 1983), les antigènes du CMH de classe Il (Steeg et al., 
1982), la synthase d'oxyde nitrique inductible (iNOS) (Stuehr et 
Marietta, 1987; Stuehr et al., 1991 ), le gène y.1 (Fan et al., 1989), le 
gène de la monokine induite par l'IFNy (MIG) (Farber, 1990) ainsi que 
le gène IFP 53 (Buwitt et al., 1992). Les résultats présentés dans 
cette étude nous permettent d'ajouter le gène du hPAF-R dans cette 
catégorie. En effet, nous avons observé que l'IFNy cause une 
accumulation de l'ARNm du hPAF-R de façon dépendante de la 
concentration, alors que le traitement des monocytes avec l'IFNcx, 
même à des concentrations élevées, n'affecte pas les niveaux 
d'ARNm du hPAF-R. 
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L'étude de la cinétique d'accumulation d'ARNm du hPAF-R par 
I' 1 FNy nous a dévoilé que l'effet de l'IFNy est très rapide, 
commençant après seulement 1 heure de stimulation. Les résultats 
obtenus avec l'inhibiteur de la transcription, l'actinomycine D, nous 
permettent de conclure que cette accumulation d'ARNm est 
principalement due à une augmentation de la transcription du gène 
hPAF-R. De plus, grâce à l'utilisation de la cycloheximide, un 
inhibiteur de la synthèse protéique, nous avons démontré que cette 
accumulation d'ARNm est indépendante de la synthèse protéique. Ce 
mécanisme d'activation du gène hPAF-R est très semblable à celui 
du gène y.1 (Fan et al., 1989), du gène FcyRI (Pan et al., 1990) et du 
gène MIG (Farber, 1990), et suggère fortement, selon les critères 
définis par Ringold (1979), que le gène hPAF-R est un "gène de la 
première réponse" (early-response gene) suite à la stimulation de 
monocytes/macrophages par l'IFNy. 
Le mécanisme de modulation de l'expression du hPAF-R par 
l'IFNy diffère par ailleurs avec celui des gènes HLA-DRa (Tsang et 
al., 1988), iNOS (Lorsbach et al., 1993) et indoleamine-2,3-
dioxygénase (IDO) (Dai et Gupta, 1990). En effet, l'induction de ces 
gènes par l'IFNy se situe bien au niveau transcriptionnel, mais 
nécéssite une synthèse protéique de novo. Ces gènes sont induits de 
façon plus tardive. L'IFNy peut moduler l'expression de certains 
gènes au niveau post-transcriptionnel également. C'est le cas par 
example du gène de l'IL-8: Bosco et al. (1994) ont montré que l'IFNy 
augmente l'expression du gène de l'IL-8 dans la lignée monocytaire 
humaine U937 par stabilisation de l'ARNm. De plus, ils ont montré 
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que cette stabilisation serait un processus dépendant de la 
synthèse protéique. 
Nous avons démontré que l'accumulation d'ARNm du hPAF-R 
causée par l'IFNy atteint son niveau maximal après 2 heures de 
stimulation, et demeure élevé par la suite, jusqu'à 24 heures. Cette 
expression prolongée d'ARNm pourrait être due à un effet secondaire 
indirect de l'IFNy sur l'ARNm du hPAF-R. En effet, l'IFNy peut induire 
l'expression de cytokines, telles que l'IL-1 et le TNFcx (Philip et 
Epstein, 1986; Arai et al., 1990), qui pourraient également moduler 
à la hausse le message du hPAF-R, s'ajoutant à l'effet direct de 
l'IFNy. Dans ce contexte, Weber et al. (1993) ont montré que le TNFcx 
peut augmenter la liaison spécifique du PAF à la lignée monocytaire 
humaine Mono Mac 6. 
La régulation de l'expression du hPAF-R à la surface des 
cellules a été étudiée à l'aide d'un anticorps polyclônal anti-hPAF-R 
(Müller et al., 1993). Les analyses de cytofluorométrie nous ont 
révélé que l'accumulation d'ARNm du hPAF-R causée par l'IFNy 
s'accompagne d'une régulation à la hausse de l'expression du hPAF-R 
à la surface des cellules. Cette augmentation est évidente après 24 
heures de stimulation avec l'IFNy et augmente jusqu'à 48 heures. De 
plus, nous avons démontré que ces récepteurs nouvellement induits 
sont fonctionnels puisque le prétraitement à l'IFNy est associé à une 
augmentation de la réponse biologique au PAF en terme de 
variations de [Ca2+]i. Ces résultats viennent supporter des 
observations précédentes faites au laboratoire du Dr Pleszczynski 
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concernant la préactivation des monocytes avec l'IFNy, résultant en 
une augmentation de la production du TNFa stimulée par le PAF. En 
regard de ces aspects fonctionnels, il faut noter cependant que 
l'I FNy peut affecter non seulement l'expression de récepteurs mais 
également d'éléments de la cascade de transduction du signal. C'est 
le cas par exemple du récepteur au FMLP. Klein et al. (1992) ont en 
effet rapporté que, dans les cellules HL-60 différenciées en 
granulocytes par le diméthylsulfoxide (DMSO), l'IFNy augmente le 
couplage de la protéine G, en plus de moduler à la hausse le nombre 
de récepteurs du FMLP. Nous ne pouvons donc pas exclure un effet 
similaire de l'IFNy sur le hPAF-R. Les récepteurs du FMLP et/ou des 
éléments de transduction de son signal étaient probablement 
affectés également dans notre système, ce qui expliquerait les 
augmentations des niveaux de [Ca2+]i obtenus suite à la stimulation 
avec le FMLP sur les monocytes prétraités avec l'IFNy. La 
modulation d'événements post-réceptoriels par l'IFNy pourrait 
également expliquer la synergie observée pour la production d'IL-1 
par les monocytes traités simultanément avec le PAF et l'IFNy 
(Barthelson et Valone, 1990). 
L'importance de cette régulation à la hausse du hPAF-R par 
l' I FNy dans les monocytes peut être examinée dans le cadre de 
l'inflammation. Les monocytes/macrophages sont généralement 
considérés comme étant au centre de la complexe réaction 
inflammatoire. Il ne fait aucun doute que l'IFNy, en tant que 
principal activateur de ces cellules, joue également un rôle 
important dans l'inflammation. Le PAF possède aussi plusieurs 
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activités pro-inflammatoire importantes. Dans les 
monocytes/macrophages, le PAF augmente la cytotoxité, 
l'agrégation, la chimiotaxie, et la production d'IL-1 et de TNFa 
(Braquet et Rola-Pleszczynski, 1987). Ces cytokines sont 
fortement impliquées dans les phénomènes inflammatoires (Nathan, 
1987; Offenstadt et al., 1993). Le PAF augmente également la 
production d'IL-6 (Thivierge et Rola-Pleszczynski, 1992) et d'IL-8 
(Denault et al., 1993). Les résultats présentés dans cette étude 
suggèrent que l'IFNy peut préactiver les monocytes humains pour 
augmenter leurs réponses au PAF, en régulant à la hausse 
l'expression du hPAF-R. Cette interaction IFNy/PAF résulterait en 
des réponses synergiques des cellules ainsi activées. Une telle 
interaction pourrait jouer un rôle majeur dans le processus 
inflammatoire, ainsi que dans des situations pathologiques où ces 
deux médiateurs ont été impliqués, telles que le choc endotoxique 
(Handley, 1990; Farrar et Schreiber, 1993) et le rejet de greffes 
(Makowka et al., 1990; Goldman, 1992). 
En effet, grâce à l'utilisation de la réaction de Shwartzman 
comme modèle pour étudier les mécanismes impliqués dans les 
maladies induites par le LPS, plusieurs chercheurs ont montré le 
rôle crucial joué par l'IFNy dans la progression de cette réponse 
inflammatoire. De plus, on sait depuis longtemps que le TNFa médie 
plusieurs des effets toxiques du LPS. On pourrait alors imaginer la 
boucle d'amplification suivante: 1) Une faible dose de LPS peut 
stimuler des macrophages au repos à produire du TNFa. 2) Ce 
dernier, en combinaison avec le LPS, pourrait stimuler les cellules 
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NK à produire et sécréter l'IFNy. 3) L'IFNy pourrait alors préactiver 
d'autres macrophages dans le voisinage, par la régulation à la 
hausse du hPAF-R et, en présence de fortes quantités de LPS, par 
l'augmentation de la production de TNFa, d'IL-1 et d'IL-8. 4) L'IL-1 
ainsi produit amène la production d'IL-2 et d'IFNy par les 
lymphocytes T, haussant la quantité d'IFNy dans le milieu. 5) Le 
LPS en lui-même augmente également le nombre de hPAF-R des 
macrophages (Liu et al., 1992) Les cellules se préparent donc à 
répondre de façon amplifiée au PAF. Cela suppose alors une 
production de PAF. 6) Dans ce contexte, Camussi et al. (1987) ont 
montré que le TNFa augmente la production de PAF par les 
macrophages. De même, Valone et Epstein (1988) ont observé une 
synthèse biphasique du PAF par des monocytes humains stimulés 
avec l'IL-1, le TNFa ou l'IFNy. 7) L'IL-8 est un puissant agent de 
chimiotaxie pour les neutrophiles. Il attirerait ainsi les 
neutrophiles. Ceux-ci, en présence d'IFNy, amplifient leur 
production de PAF (Geffner et al., 1991 ). Il est intéressant de 
souligner que lors de ces études, les IFNs a et f3 se sont avérés 
inactifs pour augmenter la production de PAF. 8) Les monocytes/ 
macrophages répondraient alors de façon amplifiée au PAF, 
produisant ainsi encore plus de TNFa et d'IL-1, responsables de la 
majeure partie des symptômes du choc septique. Le PAF en lui-
même possède également des activités potentiellement 
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Figure 10: Modèle d'amplification de la réponse inflammatoire en 
présence d'IFNy et de PAF 
NK: cellule Natural Killer; m<j>: monocytes/macrophages; 
PMN: neutrophile; T: cellule T; CO: produits de la cyclooxygénase ; 
AA: acide arachidonique 
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Comme pour plusieurs autres cytokines, l'interaction des IFNs 
avec leur récepteurs respectifs stimule l'induction d'une série de 
gènes de la première réponse, gènes au centre de la médiation de la 
réponse biologique. Cette activation transcriptionnelle est rapide 
et ne nécessite pas de synthèse protéique. Les résultats présentés 
ici pour le hPAF-R suggèrent fortement qu'il fait partie de cette 
série de gènes de la première réponse à l'I FNy. 
Depuis les quatre dernières années, la combinaison d'approches 
biochimiques et génétiques a amené l'identification des éléments 
impliqués dans l'activation de ces gènes en réponse aux IFNs al~ et 
y (Pellegrini et Schindler, 1993). Le schéma général est le suivant: 
le ligand lié à son récepteur respectif déclenche la cascade de 
signalisation par l'activation de tyrosine kinases; ceci mène à 
l'activation, par phosphorylation au niveau des tyrosines, de 
facteurs de transcription présents dans le cytoplasme sous une 
forme latente. Ces protéines amènent l'information au noyau, où 
elles se lient à la cible d'ADN appropriée. Chaque étape sera 
maintenant discutée plus en détails pour l'induction des gènes de 
première réponse par l'IFNy. Ce sera suivi par un schéma 
récapitulatif des connaissances acquises à ce jour. Je terminerai 
ensuite la discussion par l'énumération des expériences à réaliser 
pour prouver l'hypothèse que le gène du hPAF-R suit effectivement 
ce modèle. 
La signalisation de l'IFNy débute par l'interaction avec son 
récepteur. L'ADNc du IFNy-R humain a été clôné en 1988 par Aguet 
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et al. Des cellules murines transfectées avec cet ADNc lient l'IFNy 
humain mais sont incapables d'effectuer une réponse biologique, 
suggérant qu'un ou plusieurs éléments additionnels sont nécessaires 
pour former un récepteur fonctionnel. Ces résultats venaient 
supporter les travaux de Jung et al., (1987). Grâce à l'utilisation de 
cellules somatiques hybrides murines:humaines, ces chercheurs ont 
démontré que tous les hybrides possédant le chromosome humain 6 
liaient l'IFNy. Cependant, la réponse à l'IFNy n'était observée que 
dans les hybrides possédant les deux chromosomes humains 6 et 21 . 
Ce besoin obligatoire pour deux ou plusieurs produits de gènes 
spécifiques d'espèce amena l'hypothèse que les récepteurs humains 
fonctionnels sont composés d'au moins deux polypeptides distincts: 
l'IFNy-R lui-même, responsable de la liaison du ligand, et une autre 
protéine, spécifique d'espèce, nécessaire pour amener la réponse 
fonctionnelle des cellules. Puisque ce(s) facteur(s) accessoire(s) 
n'a pas été encore identifié, peu de choses sont connues à propos de 
sa structure ou de sa fonction. En utilisant des IFNy-R chimériques 
murin-humain, le site de l'interaction spécifique d'espèce entre le 
récepteur et la protéine accessoire a été localisée dans le domaine 
extra-cellulaire du récepteur (Gibbs et al., 1991; Hemmi et al., 
1992; Hibino et al., 1992). Ce résultat suggère, sans toutefois le 
prouver, que cette(s) molécule(s) accessoire(s) est exprimée à la 
membrane plasmique. Dans cet ordre d'idées, Finbloom et al. (1991) 
ont mis en évidence, par des études de solubilisation sous des 
conditions peu rigoureuses, la coimmunoprécipitation d'au moins 
deux sous-unités (200 et 38 kDa) associées avec le IFNy-R, chez les 
monocytes humains. 
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Beaucoup plus de connaissances ont été acquises sur la 
localisation chromosomale du (des) gène(s) codant pour la (les) 
molécule(s) accessoire(s). En utilisant des cellules murines 
possédant des fragments du chromosome humain 21, la composante 
accessoire a été localisée à une région de 1 à 3 mégabases du 
chromosome 21 q (Langer et al., 1990). Depuis, l'utilisation des 
chromosomes artificiels de levure (YAC) a confirmé la nécessité de 
plusieurs facteurs accessoires: Soh et al. (1993) ont montré qu'un 
clône de 540 kb permet de reconstituer l'induction des molécules 
HLA de classe 1 médiée par le IFNy-R, mais ne confère pas la 
protection antivirale contre le virus de l'encéphalomyocardite. 
Des observations récentes ont démontré que l'interaction 
1 FNy/récepteur amène la dimérisation de ce dernier. Il apparaît que 
le complexe récepteur:ligand formé à la surface des cellules est 
composé de deux récepteurs liés à un homodimère d'IFNy 
(Fountoulakis et al., 1993). Ceci est fortement supporté par le fait 
que des récepteurs fonctionnellement inactifs agissent comme 
mutants dominants négatifs lorsque surexprimés dans des cellules 
homologues (Dighe et al., 1993). La surexpression du récepteur 
inactif n'altère pas l'expression du récepteur endogène. Donc, la 
dimérisation du IFNy-R induite par le ligand, et en particulier la 
disposition du domaine intracellulaire du récepteur en une forme 
dimérique, serait une première étape importante dans la 
transduction du signal médiée par l'IFNy. Il est évident que le 
clônage de ou des molécules accessoires de l'IFNy-R apportera 
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beaucoup de lumière sur les interactions du ligand avec le récepteur 
et les liens avec la suite des événements de la cascade. 
L'utilisation de mutants défectifs dans la réponse à l'IFNy a 
permis d'identifier deux protéines tyrosine kinases nécessaires à la 
cascade de transmission des signaux médiés par l'IFNy: il s'agit de 
la Jak1 et de la Jak2 {Müller et al., 1993a; Watling et al., 1993). 
Ces kinases font partie d'une nouvelle classe de protéines tyrosine 
kinase, dont est membre également la Tyk2 {Wilds et al., 1991; 
Howard et al., 1992). Les auteurs ont démontré une interdépendance 
réciproque entre les activités de la Jak1 et de la Jak2. Une seule de 
ces tyrosine kinases est incapable de permettre la transmission du 
signal. La nécessité d'une coopération entre deux tyrosine kinases 
différentes pourrait être expliquée par plusieurs phénomènes. Les 
tyrosine kinases ont besoin, pour être activées, d'être elles-mêmes 
phosphorylées sur des résidus tyrosine. Il se pourrait que cette 
phosphorylation ne fût pas une auto-phosphorylation, mais le 
résultat de l'action l'une sur l'autre des deux tyrosine kinases. Par 
ailleurs, il semble que la présence des deux tyrosine kinases soit 
indispensable à l'édification d'un récepteur fonctionnel. En 
présence d'une seule d'entre elles, le signal pourrait être 
interrompu à l'origine, au niveau d'un complexe-récepteur 
incomplet. Ces hypothèses sont appuyées par les résultats de 
lgarashi et al. {1993b), qui ont démontré, par des études sur une 
préparation membranaire de monocytes humains, que l'activation du 
facteur de transcription FcRFy, impliqué dans l'induction du gène 
FcyRI par l'IFNy {Wilson et Finbloom, 1992), nécessite l'activation 
50 
d'une protéine tyrosine kinase associée à la membrane. L'histoire 
ne semble pas être si simple cependant, puisque ces mêmes auteurs 
(lgarashi et al., 1993a) avaient précédemment mis en évidence la 
nécessité d'une activité tyrosine phosphatase, en plus d'une activité 
tyrosine kinase, dans l'activation du facteur de transcription GAF 
(facteur activé par l'IFNy), facteur impliqué dans l'induction des 
gènes de première réponse par l'IFNy (voir plus loin). 
Les gènes induits par les IFNa/J3 possèdent dans leur promoteur 
un élément de réponse conservé, le ISRE (élément de réponse 
stimulés par l'IFNa/J3). L'étude du promoteur du gène GBP, 
inductible par les deux types d'IFNs, amena l'identification du site 
d'activation par l'IFNy, le GAS (séquence d'activation de l'IFNy) (Lew 
et al., 1991 ). Un facteur activé par l'IFNy, le GAF, lie 
spécifiquement cet élément (Decker et al., 1991 ). Ce facteur est 
présent dans le cytoplasme des cellules sous une forme latente. 
Son activation nécessite la phosphorylation au niveau des tyrosines. 
Ainsi phosphorylé, le GAF est transloqué au noyau où il se lie à la 
séquence GAS présente dans le promoteur des gènes induits par 
l'I FNy. Il a été démontré par la suite que ce facteur contient une 
protéine de liaison de l'ADN, de 91 kDa, identifiée précédemment en 
tant que sous-unité du complexe hétérotétramérique ISGF-3, le 
principal activateur transcriptionnel des gènes induits par l'IFNa 
(Shuai et al., 1991 ), qui lie la séquence ISRE. 
Depuis, les recherches ont dévoilé que plusieurs gènes de la 
première réponse induits par l'IFNy possèdent la séquence GAS dans 
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leur promoteur, ou une séquence très similaire, de type palindrome: 
FcyRI (Pearse et al., 1991); MIG (Wright et Farber, 1991); ICSBP 
(Kanne et al., 1993); IFP-53 (Strehlow et al., 1993); Ly-6A/E (Khan 
et al., 1993); ICAM-1 (Yuan et al., 1994; Look et al., 1994); IRF-1 
(Sims et al., 1993). 
L'implication du facteur GAF et/ou d'autres facteurs 
comprenant la p91, tel que le FcRFy, a été démontrée pour la plupart 
de ces gènes: Ly-6A/E (Khan et al., 1993); ICSBP (Kanne et al., 
1993); IFP-53 (Strehlow et al., 1993); FcyRI (Pearse et al., 1993); 
IRF-1 (Yuan et al., 1994); ICAM-1 (Yuan et al., 1994; Look et al., 
observations non publiées). Ces résultats suggérant un rôle central 
pour cette protéine p91 dans l'activation des gènes de première 
réponse par l'IFNy. Cette hypothèse est de plus appuyée par des 
expériences utilisant une série de mutants défectifs dans la 
réponse aux deux types d'IFNs. Ces mutants n'expriment pas le gène 
de la p91. La complémentation de ces mutants avec des 
constructions d'ADNc permettant l'expression de cette p91, à des 
niveaux comparables à ceux observés dans les cellules de type 
sauvage, restaure complètement la réponse aux deux IFNs (Müller et 
al., 1993b). 
L'analyse de la séquence promotrice du hPAF-R décrite par 
Mutoh et al. (1993) révéla une séquence potentielle GAS, à la 
position -244 à -236 par rapport au principal site d'initiation de la 
transcription. Il est très tentant de postuler l'implication de cette 
séquence et du facteur GAF dans la modulation de la transcription 
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du hPAF-R par l'IFNy. Cependant, on ne peut exclure la participation 
de séquences régulatrices additionnelles, auxquelles se lient des 
facteurs autres que le GAF. Par exemple, un élément du promoteur 
du gène FcyR1 humain, d'une longueur de 25 paires de bases, situé en 
aval du motif GAS, confère l'expression cellulaire spécifique (Perez 
et al., 1993). Cet élément, nommé MATE (myeloid activating 
transcription element) est la cible d'ADN pour des facteurs 
constitutifs formant deux complexes, MATE-BP1 et MATE-BP2. Ce 
motif est présent dans plusieurs autres promoteurs de gènes dont 
l'expression est restreinte aux cellules monocytaires. De même, 
Wang et al. (1994) ont très récemment décrit un nouvel élément de 
type palindrome présent dans le promoteur du gène MIG, responsable 
de la réponse à l'IFNy. Ce nouvel élément, nommé yRE-1, chevauche 
la séquence GAS décrite précédemment. 
Le taux de transcription de ces gènes de première réponse est 
maximal après 1 heure de traitement aux IFNs et retourne au niveau 
basal à l'intérieur de 8 heures. David et al. (1993) ont démontré 
qu'une protéine tyrosine phosphatase nucléaire est responsable de 
la désactivation des facteurs GAF, FcRFy et ISGF3, et donc de la 
modulation à la baisse de la transcription des gènes correspondants. 
Les différents éléments décrits pour l'induction des gènes de 




~ __ A_c_ti_ve_..,.__la transcription 
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Figure 11: Résumé de la yoje possible d'actjyatjon du gène hPAF-R 
par l'IFNy 
PTP: Protéine tyrosine phosphatase. 
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Plusieurs expériences sont donc bien évidemment nécessaires 
pour vérifier si l'augmentation de la transcription du gène hPAF-R 
par l'IFNy passe bien par ce modèle. Pour commencer, il faudrait 
tester l'effet des inhibiteurs de tyrosine kinase et tyrosine 
phosphatase sur l'accumulation d'ARNm du hPAF-R induite par l'IFNy. 
Offermanns et Schultz (1992) ont montré que l'IFNy induit la 
phosphorylation de protéines au niveau des tyrosines chez les 
cellules HL-60, et que cet effet est obligatoire pour l'induction de 
l'expression des FcR. Les seconds messagers communs tels que 
l'AMPc, le diacylglycérol et le Ca2+ ne seraient pas impliqués dans 
l'induction des gènes de première réponse par les IFNs (Pellegrini et 
Schindler, 1993). Cependant, il ne faudrait pas négliger les effets 
d'inhibiteurs d'autres types d'effecteurs, tels que la PLA2 et la 
synthase d'oxyde nitrique, puisque des évidences ont été décrites 
sur l'implication de ces effecteurs dans la réponse à l'IFNy (Ponzoni 
et al., 1992; Fukushima et al., 1994). 
Ensuite, il faudrait faire des expériences sur le promoteur du 
hPAF-R. Des analyses de "footprint" nous permettraient d'identifier 
la séquence d'ADN liée par des protéines, de façon constitutive ou 
induite par l'IFNy. En parallèle, il faudrait faire des études 
d'activité CAT (chloramphénicol acétyl transférase) avec la 
séquence promotrice du hPAF-R, ainsi qu'avec un certains nombres 
de mutants de délétions. Ces expériences nous indiqueraient 
quelle(s) région(s) permet(tent) la réponse à l'IFNy. On devrait alors 
s'assurer que cette région confère la réponse à l'IFNy à un promoteur 
hétérologue. Finalement, des gels de retardement avec des 
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oligonucléotides provenant de ces régions nous permettraient 
d'étudier la formation de complexes ADN:protéine; l'utilisation de 
l'anticorps anti-p91 serait très utile lors de ces expériences, afin 
de vérifier son implication. De plus, il faudrait faire des études de 




Nous avons étudié un des mécanismes pouvant expliquer la 
synergie observée entre l'IFNy et le PAF, soit la régulation à la 
hausse de l'expression du hPAF-R. Nous avons démontré que l'IFNy 
cause une augmentation de l'expression du gène hPAF-R chez les 
monocytes humains. L'IFNy cause une accumulation rapide d'ARNm 
du hPAF-R, de même qu'il augmente le nombre de hPAF-R à la 
surface des monocytes. Ceci est accompagnée par une augmentation 
de la réponse biologique au PAF chez les cellules prétraités avec 
I' 1 FNy. L'IFNa s'est avéré inactif au niveau de la régulation des 
niveaux d'ARNm du hPAF-R, suggérant que ce gène n'est modulé que 
par l'IFNy. 
Nos résultats ont également démontré que l'accumulation 
d'ARNm du hPAF-R induite par l'IFNy est attribuable à un effet 
transcriptionnel uniquement, et est indépendant de la synthèse 
protéique de novo. Ce mécanisme de régulation du gène hPAF-R par 
l'IFNy nous permet d'introduire ce gène parmi les gènes de première 
réponse induits par l'IFNy, au même titre que les gènes FcyRI, MIG et 
ICAM-1. 
Ces résultats apportent de nouvelles connaissances au niveau 
des relations entre cytokines et médiateurs lipidiques. Ils nous 
suggèrent un rôle important joué par le PAF et son récepteur dans la 
réponse immune, puisque les monocytes, en présence d'IFNy, se 
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préparent à répondre de façon amplifiée au PAF. Ceci pourrait être 
pertinent dans les situations pathologiques où ces deux médiateurs 
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